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INTRODUZIONE
Il training fisico controllato costituisce un trattamento ormai validato dell’arteriopatia 
obliterante degli arti inferiori, determinando per il paziente un miglioramento sia clinico 
che prognostico. Il training fisico agisce attraverso vari meccanismi, ancora non 
completamente chiariti, e nonostante la sua comprovata efficacia non ha ancora criteri di 
prescrizione ben definiti. 
In corso di training si instaurano meccanismi di compenso che coinvolgono diversi 
sistemi, che vengono stimolati e potenziati dall’allenamento; l’esercizio più efficace è 
quello aerobico supervisionato, ma non è stato ancora chiarito quale possa essere la 
periodicità che garantisce i maggiori risultati sia in termini di miglioramento della qualità 
di vita che di contrasto della progressione di malattia.1-3
Lo studio si è articolato come trial clinico parallelo in aperto a due braccia (rapporto 1:1) 
con 26 mesi di follow-up: abbiamo arruolato pazienti affetti da arteriopatia obliterante al 
II stadio secondo la classificazione di Leriche-Fontaine, afferenti al nostro Day Hospital, 
che hanno eseguito un ciclo di training con misurazione prima e dopo il ciclo di capacità 
di marcia (tramite Treadmill test), indici di flogosi e stress ossidativo (HsPCR, 
Malondialdeide), attivazione piastrinica (PFA-100; espressione sulla superficie piastrinica 
di GpIIbIIIa attivato, P-selectina), e parametri emodinamici come la portata dell’arteria 
femorale e la performance cardiaca. 
I pazienti sono stati poi consecutivamente assegnati a due gruppi: uno ha eseguito un 
ciclo di training fisico controllato ogni 4 mesi (totale 6 cicli riabilitativi in 20 mesi, 
incluso il primo ciclo); l’altro un ciclo ogni 10 mesi (3 cicli riabilitativi in 20 mesi, incluso 
il primo ciclo ). A 6 mesi dal termine dell’ultimo ciclo riabilitativo, in entrambi i gruppi, 
sono stati misurati nuovamente la capacità di marcia, la funzione piastrinica, lo stress 
ossidativo, e i parametri emodinamici valutati all’arruolamento.
L’obiettivo primario è stata la valutazione dell’efficacia di un protocollo di training più 
intenso rispetto ad uno meno impegnativo per numero di cicli/anno nel migliorare la 
massima capacità di marcia del paziente a 26 mesi dall’arruolamento (a sei mesi 
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dall’ultimo ciclo), in modo da definire la frequenza/anno migliore dei cicli di training 
tale da ottenere i migliori risultati dal punto di vista clinico, strumentale e laboratoristico; 
ci siamo poi riproposti di esaminare come il training modifichi parametri  fondamentali 
nella determinazione e progressione dell’arteriopatia aterosclerotica quali: parametri 
emodinamici , funzione piastrinica, stress ossidativo e flogosi. 
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1. BACKGROUND
 
1.1 Razionale dello studio 
L’arteriopatia periferica (PAD) è una patologia cronica caratterizzata dalla progressiva 
stenosi di uno o più vasi arteriosi degli arti inferiori, comportando non solo importanti 
limitazioni funzionali ma anche un notevole incremento del rischio cardiovascolare. 
Questa patologia diviene così un onere notevole, sia per il paziente, sia per il Sistema 
Sanitario Nazionale. Le lesioni aterosclerotiche a carico dei vasi arteriosi degli arti 
inferiori si sviluppano e progrediscono, analogamente a quanto accade in altri distretti, 
determinando progressive stenosi e occlusione del lume del vaso, provocando ischemia 
cronica a carico dei tessuti a valle della stenosi.  
Nelle prime fasi della patologia le placche aterosclerotiche crescono di solito lentamente 
e in modo insidioso, determinando solo una lieve sintomatologia. Successivamente le 
lesioni provocano limitazione funzionale, nota come claudicatio intermittens (IC), che 
influenza negativamente la qualità di vita spesso in modo pesante. Negli stadi avanzati, 
l’ischemia cronica può evolvere nella necrosi dei tessuti, che spesso determina il ricorso 
all’amputazione maggiore. 
Dal momento che arteriopatia periferica, coronaropatia e cerebrovasculopatia sono tutte 
manifestazioni di patologia aterosclerotica, non stupisce il fatto che queste tre 
condizioni spesso coesistano nello stesso paziente. I pazienti con arteriopatia periferica 
hanno più fattori di rischio cardiovascolare e un quadro aterosclerotico esteso, che li 
rende una popolazione ad elevato rischio cardiovascolare, simile ai pazienti con 
coronaropatia evidente. I soggetti con arteriopatia periferica infatti hanno un’incidenza 
del 2-3% di infarto miocardico non fatale e il loro rischio di angina è due-tre volte 
superiore rispetto ai controlli sani pareggiati per età. Inoltre l’incremento del rischio di 
eventi cardiovascolari è correlato con la severità dell’arteriopatia periferica.1,6,7,8 
I pazienti affetti da PAD hanno morbilità e mortalità per qualsiasi causa a 5, 10 e 15 anni 
rispettivamente del 30%, 50% e 70%. Inoltre l’arteriopatia periferica può essere 
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considerata un marker che identifica pazienti ad alto rischio e allo stesso tempo un 
indicatore di accelerazione e peggioramento della malattia aterosclerotica. L’estensione 
delle placche agli arti inferiori infatti amplifica il processo di flogosi e la disfunzione 
endoteliale, promuovendo un progressivo danno nei distretti coronarico e carotideo3..8.  
L’arteriopatia periferica è associata infatti ad un incremento degli indici di flogosi. 
Elevati livelli di markers di infiammazione (IL-6, D-dimero, PCR, sICAM e sVCAM) 
sono associati con una performance motoria di più basso livello in pazienti con PAD, 
indipendente dai confounders, incluso l'Ankle Brachial Index (ABI). 9,10 
 La maggior parte dei pazienti con arteriopatia periferica ha una pesante 
limitazione della performance motoria e della capacità di marcia. La stenosi/occlusione 
dei vasi arteriosi degli arti inferiori determina un mismatch tra la richiesta muscolare di 
ossigeno e l’effettiva disponibilità dello stesso, quadro alla base della claudicatio 
intermittens (IC). La claudicatio è in effetti il sintomo più frequente dell’arteriopatia 
periferica, ed è definibile come sintomatologia dolorosa o crampiforme ai muscoli della 
coscia o del polpaccio scatenato dalla deambulazione e alleviato dal riposo. Questo 
determina un’importante compromissione della performance fisica dei pazienti e della 
loro qualità di vita. Inoltre la limitazione alla deambulazione induce ad uno stile di vita 
sedentario, che è associato ad un incremento dell’incidenza di eventi cardiovascolari e ad 
un conseguente aumento dei costi. 3..8 
E’ dimostrato che l’esercizio fisico controllato determina un miglioramento del l’IML 
(Intervallo di Marcia Assoluto: massima distanza percorsa in presenza di dolore all’arto), 
con un basso rischio inoltre di progressione di malattia e ricorso all’amputazione. 
L’efficacia del training fisico controllato e della terapia medica e la carenza di evidenze 
che supportino una maggior efficacia della terapia chirurgica nel prevenire 
l’amputazione, hanno fornito un forte supporto all’applicazione della terapia medica 
come trattamento di prima linea nei pazienti con IC. Inoltre il trattamento “anatomico” 
da solo non dà lo stesso beneficio fornito dalla terapia sistemica (training fisico e terapia 
medica).4 
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In letteratura infatti, sono ampiamente dimostrati, in pazienti con IC, gli effetti positivi 
di un programma di training fisico controllato nel migliorare la performance motoria (in 
particolare la capacità di marcia) e la funzione endoteliale. 
L’effetto positivo del training fisico sull’arteriopatia periferica coinvolge vari 
meccanismi, strettamente correlati tra loro, che interessano la funzione endoteliale, 
l’attivazione piastrinica, lo stato flogistico e lo stress ossidativo.3,11,12 Poiché la funzione 
piastrinica gioca un ruolo fondamentale nella progressione della placca aterosclerotica 
anche nell’arteriopatia periferica e nello sviluppo degli eventi cardiovascolari acuti, 
sarebbe interessante studiare l’attivazione piastrinica e i suoi cambiamenti in risposta al 
training fisico nell’arteriopatia periferica. Il training fisico induce in effetti, in pazienti 
affetti da malattia aterosclerotica, anche modifiche della funzione piastrinica. 
Molti dati in letteratura supportano l’ipotesi che l’esercizio strenuo o massimale 
(condotto fino alla soglia anaerobica) sia associato a un aumento della conta piastrinica 
con iperattivazione e iperaggregabilità piastriniche. Questa transitoria risposta pro-
trombotica è ridotta in soggetti che svolgono una moderata e regolare attività fisica, 
attraverso un miglioramento dello shear stress e una riduzione di attivazione e 
aggregabilità piastriniche. Questi risultati sono meno supportati da evidenze nei soggetti 
arteriopatici periferici, che hanno di base un incremento dell’attivazione piastrinica, 
direttamente correlato con la severità e l’estensione di malattia. L’esercizio fisico 
moderato, regolare, potrebbe esercitare effetti favorevoli sull’attivazione piastrinica 
riducendo l’adesione piastrinica e l’espressione sulla superficie piastrinica di GpIIbIIIa 
attivato. L’esercizio prolungato fino all’ischemia dell’arto incrementa i livelli sierici di P-
selectina e delle molecole di adesione ICAM-1 and VCAM, e l’espressione di GPIIbIIIa 
attivato, di fattore Willebrand e P-selectina sulla superficie piastrinica, ma questi dati non 
sono ampiamente confermati. La discrepanza di risultati riguardo la risposta piastrinica 
all’esercizio fisico può essere attribuita alla differenza di intensità e durata dei protocolli 
di training proposti, e alle diverse metodologie utilizzate per lo studio della funzione 
piastrinica.13..19
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L’esercizio fisico modificherebbe anche la concentrazione di precursori circolanti delle 
cellule endoteliali (EPC): questo dato è stato rilevato, in particolare, in pazienti affetta da 
cardiopatia ischemica post-infartuale, nei quali il training fisico provoca un aumento 
delle EPC , correlate con la vasculogenesi e il miglioramento della perfusione.
Sarebbe interessante valutare la stessa risposta nel paziente arteriopatico periferico 
anche dopo training fisico condotto fino al dolore ischemico, essendo il deficit  di 
ossigenazione uno stimolo importante alla produzione di fattori di crescita per le cellule 
endoteliali.19..22
Riguardo alla performance cardiaca, in aggiunta, è dimostrato nel cardiopatico 
ischemico che l’esercizio fisico provoca un miglioramento della stessa, ma pochi dati 
sono presenti in letteratura riguardo al paziente arteriopatico periferico. L’esercizio 
aerobico soprattutto se prolungato arresta il rimodellamento del ventricolo sinistro in 
pazienti affetti da insufficienza cardiaca stabile, migliorando inoltre la frazione di 
eiezione e riducendo il diametro telediastolico e il volume telediastolico del ventricolo 
sinistro, con, parallelamente, riduzione dei livelli di NTproBNP, un prodotto di clivaggio 
dell’ormone BNP (uno degli ormoni natriuretici atriali secreti dalle cellule miocardiche 
in risposta allo stretch di parete), segnalato in letteratura non solo come marker di 
insufficienza cardiaca, ma anche di prognosi. Alcuni lavori in letteratura mettono in 
relazione l’incremento di NTproBNP con un aumento di incidenza di patologie 
cardiovascolari e di mortalità anche in pazienti arteriopatici; tal pazienti mostrerebbero 
inoltre valori di NTproBNP tendenzialmente elevati.2,23,24
Il training fisico ha inoltre un comprovato effetto positivo sull’assetto glicolipidico e 
sulla performance motoria; nonostante questo in letteratura non vengono forniti criteri 
univoci di prescrizione dei cicli riabilitativi in termini di durata, intensità e frequenza dei 
cicli stessi. Di conseguenza la prescrizione dipende spesso dal grado di conoscenza di 
questo tipo di approccio terapeutico da parte del curante, e dalla disponibilità di 
strutture specializzate; in Italia pochi centri possono offrire un’appropriato counselling. 
Nella maggior parte dei trial in letteratura i pazienti con arteriopatia periferica vengono 
trattati con protocolli di training di 12 settimane con 3 sedute settimanali di 3 ore: 
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questo implica da un lato maggiori costi data la lunga durata del ciclo riabilitativo 
dall’altro una minor compliance. 1,25-27 
Data la cronicità della patologia spesso caratterizzata da un andamento progressivo, i 
pazienti affetti da arteriopatia obliterante periferica sono soggetti che necessitano di 
essere seguiti per lungo tempo, spesso per tutta la vita a partire dalla diagnosi di malattia, 
eseguendo periodicamente con regolarità dei cicli di training fisico controllato. Emerge 
dunque la necessità di:
-accrescere le nostre conoscenze riguardo agli effetti del training fisico nell’arteriopatia 
periferica; 
-definire con chiarezza le indicazioni e le modalità di prescrizione di un approccio 
terapeutico quale quello del training fisico, che mostra notevole efficacia nel paziente 
con arteriopatia periferica, testando anche cicli intensivi quali quelli proposti presso la 
nostra Struttura.  
1.2 Obiettivi dello studio 
Sulla base di queste premesse ci siamo proposti di testare nei pazienti arteriopatici 
periferici afferenti al nostro Day Hospital, l’effetto del ciclo riabilitativo intensivo 
proposto presso la nostra struttura in termini di modifica di:
- intervallo di marcia assoluto e libero da dolore;
- grado di attivazione piastrinica; stress ossidativo; stato flogistico; numero di 
precursori circolanti delle cellule endoteliali;
- perfomance emodinamica cardiaca e periferica;
- Ankle Brachial Index;
- assetto glicolipidico e pressorio.
I pazienti arruolati sono stati consecutivamente assegnati a due gruppi destinati a 
protocolli di training di diversa intensità per numero di cicli/anno allo scopo di valutare 
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l’efficacia di un protocollo di training più intenso rispetto ad uno meno impegnativo per 
numero di cicli/anno nel migliorare la massima capacità di marcia del paziente. 
10
2. METODI
2.1 Descrizione dello studio e criteri di eleggibilità dei pazienti 
Il protocollo di studio si è articolato in un trial clinico longitudinale parallelo a due 
braccia in aperto, con periodo di follow-up di 26 mesi. 
I criteri di inclusione sono: 
- diagnosi clinica di claudicatio intermittens (II stadio secondo la classificazione di 
Leriche Fontaine) tramite anamnesi e visita con misurazione dell’Ankle Brachial 
Index e conferma diagnostica di presenza di arteriopatia periferica tramite Eco-
Color-Doppler arti inferiori; 
- età compresa tra 40 e 75 anni; 
- ABI tra 0.4 e 0.9 all’arto sintomatico;
- controllo ottimale di ipertensione arteriosa, diabete (Hb glicata inferiore o 
uguale a 7%), dislipidemia se presenti. 
I criteri di esclusione sono: 
- microangiopatia diabetica avanzata con neuropatia periferica; 
- infarto miocardico acuto/stroke nei 6 mesi precedenti l’arruolamento; 
- intervento di rivascolarizzazione agli arti inferiori nei 6 mesi precedenti 
l’arruolamento;
- angina instabile/stabile;
- disfunzione cardiaca (frazione di eiezione <45%); 
- insufficienza renale (creatinina >1.5 mg/dL); 
- patologia respiratoria che riduca la performance fisica e la tolleranza allo sforzo;
- controindicazioni allo svolgimento di attività fisica (ad esempio patologia 
ortopedica/neurologica); 
- neoplasia in fase attiva; depressione severa.
11
Tutti i pazienti arruolati sono stati ricoverati in regime di Day Hospital (DH), dopo una 
visita ambulatoriale iniziale. I soggetti affetti da arteriopatia obliterante che afferiscono 
ai nostri ambulatori vengono tutti indirizzati se non vi sono controindicazioni ad 
eseguire cicli riabilitativi in regime di DH presso la nostra Struttura: il ricovero in regime 
di DH rimane aperto per tutta la durata del ciclo riabilitativo, registrando 
quotidianamente gli accessi e le attività svolte dal paziente. 
Ad ogni ciclo riabilitativo è associata:
- Visita medica con misurazione della pressione arteriosa periferica e dell’Ankle 
Brachial Index (ABI)
- Elettrocardiogramma (ECG)
- Treadmill test a inizio e fine ciclo riabilitativo
Il Treadmill test è una metodica di diagnosi e quantificazione della claudicatio 
intermittens nel paziente arteriopatico validata in ambito internazionale (TASCII). Viene 
somministrata abitualmente ai nostri pazienti all’inizio e al termine di ogni ciclo 
riabilitativo: si tratta di una camminata su tapis roulant che viene condotta fino alla 
comparsa del dolore ischemico all’arto (IML: Intervallo di Marcia Libero da dolore) e 
protratta fino al massimo dolore tollerato (IMA: Intervallo di Marcia Assoluto), 
registrando la distanza in metri percorsa,  il tempo impiegato, localizzazione e tipologia 
del dolore muscolare, tempi e modalità di scomparsa dello stesso. 
Ad ogni paziente che inizia per la prima volta un ciclo riabilitativo viene somministrato 
un pre-test su tapis roulant, per permettere al paziente di familiarizzare con la pedana 
mobile.
Il ciclo riabilitativo somministrato di norma presso la nostra Struttura ha una durata di 
15 giorni, con sedute quotidiane di tre ore comprendenti: 
- 30 minuti di esercizi aerobici volti a stimolare la propriocezione e la muscolatura 
respiratoria; 
- camminata su pedana mobile (con pendenza e velocità corrispondenti al test 
diagnostico) per 50-60 minuti - alla comparsa del dolore ischemico il paziente 
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sospende l’esercizio fino alla scomparsa della sintomatologia per poi riprendere 
nuovamente la camminata; 
- 20 minuti di cyclette libera senza resistenza. 
2.2 Metodo di sviluppo dello studio
I pazienti considerati eleggibili hanno eseguito il ciclo riabilitativo intensivo 
somministrato routinariamente presso la nostra struttura (precedentemente descritto).
All’inizio del 1° ciclo riabilitativo i pazienti hanno eseguito: 
- Elettrocardiogramma 
- Misurazione dell’ABI
- Misurazione della pressione arteriosa tramite apparecchio oscillometrico
- EcocolorDoppler dei tronchi sovraortici
- Prelievo di sangue venoso periferico a riposo per dosaggio di colesterolo totale e 
frazionato, trigliceridi, HsPCR, creatinina, Hb glicata, emocromo con formula 
leucocitaria, dosaggio precursori delle cellule endoteliali
- Pre-test su tapis roulant, allo scopo di permettere al paziente di familiarizzare 
con la pedana mobile e di valutarne la capacità di camminare alla velocità e alla 
pendenza raccomandate per il test diagnostico (velocità 3,2 Km/h, pendenza 
10%).
- Treadmill test per misurazione dell’intervallo di marcia libero da dolore e 
assoluto, con esecuzione appena all’inizio e al termine del test di:
• Misurazione del volume di flusso all’arteria femorale comune, 
bilateralmente, tramite EcocolorDoppler
• Misura di diametro telediastolico e volume telediastolico del 
ventricolo sinistro con calcolo frazione di eiezione, tramite 
ecocardiogramma.
• Prelievo per dosaggio di malondialdeide, PFA-100, NTproBNP, 
espressione sulla superficie piastrinica di GpIIbIIIa attivato e P-
Selectina.
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Al termine del 1° ciclo di training è stato ripetuto prelievo da sangue venoso periferico 
per dosaggio a riposo di colesterolo totale e frazionato, trigliceridi, HsPCR, creatinina, 
Hb glicata, precursori delle cellule endoteliali. E’ stato inoltre ripetuto al termine del 
ciclo riabilitativo Treadmill test con, prima e dopo il test: 
- misurazione del volume di flusso all’arteria femorale comune, bilateralmente, 
tramite EcocolorDoppler; diametro telediastolico e volume telediastolico del 
ventricolo sinistro con calcolo frazione di eiezione, tramite ecocardiogramma; 
- prelievo per dosaggio di malondialdeide, PFA-100, NTproBNP, espressione sulla 
superficie piastrinica di GpIIbIIIa attivato e P-Selectina.
I pazienti sono stati poi assegnati consecutivamente a due gruppi: un gruppo ha 
eseguito un ciclo riabilitativo ogni 4 mesi per un totale di 6 cicli riabilitativi in 20 mesi 
(incluso il  primo ciclo), l’altro gruppo un ciclo riabilitativo ogni 10 mesi per un totale di 
3 cicli riabilitativi in 20 mesi (incluso il primo ciclo). 
Ogni ciclo riabilitativo somministrato successivamente al 1°prevede l’esecuzione di:
- ECG 
- Misurazione ABI
- Misurazione pressione arteriosa 
- Treadmill test inizio e fine ciclo.
A 6 mesi dal termine dell’ultimo ciclo riabilitativo i pazienti arruolati hanno eseguito 
Treadmill test con associati, a riposo, misurazione ABI e PAO, ECG e prelievo per 
dosaggio di colesterolo totale e frazionato, trigliceridi, HsPCR, PFA-100, 
malondialdeide, misurazione del volume di flusso all’arteria femorale comune e 
misurazione di diametro telediastolico e volume telediastolico del ventricolo sinistro con 
calcolo frazione di eiezione (Flow-chart 1 e 2).
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Flow-chart 1: flow-chart 1° ciclo di training, con esami eseguiti prima e dopo Treadmill test.
Flow-chart 2: flow-chart dello studio
2.3 End-points, definizione della numerosità del campione
L’end-point primario è costituito dalla massima capacità di marcia (misurata in metri) nei 
due gruppi rilevata a 26 mesi. 
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Gli end-points secondari sono:
- massima capacità di marcia (misurata in metri) al termine del primo ciclo 
riabilitativo. 
- Intervallo di marcia libero da dolore al termine del primo ciclo riabilitativo e al 
termine del follow-up
-  ABI al termine del follow up
- volume di flusso delle arterie femorali comuni bilateralmente a riposo e dopo 
Treadmill test a inizio e fine del 1° ciclo riabilitativo e al termine del follow up
- diametro telediastolico e volume telediastolico del ventricolo sinistro e frazione 
di eiezione del ventricolo sinistro a riposo e dopo Treadmill test a inizio e fine 
del 1° ciclo riabilitativo e al termine del follow up
- grado di attivazione piastrinica e di stress ossidativo a riposo e dopo Treadmill 
test a inizio e fine del 1° ciclo riabilitativo e al termine del follow up
- pressione arteriosa (misurata in mmHg) a riposo a inizio e fine del 1° ciclo 
riabilitativo e al termine del follow up
- concentrazione ematica di HsPCR, e concentrazione ematica di colesterolo 
totale, colesterolo HDL, colesterolo LDL e trigliceridi a inizio e fine del 1° ciclo 
riabilitativo e al termine del follow up.
Da trials precedenti è stato ottenuto in pazienti arteriopatici sottoposti a ciclo di training 
fisico controllato un incremento medio della massima capacità di marcia di 100 metri 
con deviazione standard di 66 metri.  Considerando come clinicamente significativa una 
differenza di 80 metri di massima capacità di marcia tra i due gruppi, è necessario 
reclutare 15 soggetti per braccio per avere una potenza del 90% con livello di 
significatività a p<0.05, con deviazione standard 66 metri.
In trial precedenti l’intervallo di marcia assoluto ha mostrato una distribuzione normale, 
motivo per il quale è stato utilizzato per l’analisi il test t di Student per campioni 
indipendenti.
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Per gli end points secondari, che presentano una distribuzione per lo più non normale, 
abbiamo utilizzato il test di Wilcoxon per le variabili quantitative. Le indagini sugli end 
points secondari hanno un carattere esplorativo.
I dati sono riportati come media±deviazione standard e mediana.
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3. MATERIALI
3.1 Esami laboratoristici
Per quanto riguarda gli esami laboratoristici, profilo glicometabolico (colesterolo totale e 
frazionato, triglicerid, Hb glicata) e HsPCR sono esami eseguiti di routine presso l’ UOC 
di Laboratorio Analisi dU - Sede di Borgo Roma.
Prelievo ematico I prelievi di sangue venoso periferico sono stati effettuati sia a riposo, pre-
Treadmill a inizio e fine del 1° ciclo riabilitativo e al termine de follow-up, sia entro 5 
minuti dalla fine del Treadmill (solo a inizio e fine del 1° ciclo riabilitativo). I prelievi 
sono stati ottenuti con minima occlusione venosa, e sono stati raccolti in provette 
contenenti trisodio citrato 0,106M per lo studio della funzione piastrinica, dopo aver 
eliminato i primi 2 mL di campione per minimizzare la formazione di aggregati 
piastrinici. Il campione, conservato a temperatura ambiente, è stato analizzato entro 1 
ora per lo studio della funzione pastrinica; un’aliquota è stata raccolta entro 10 minuti 
per l’analisi con citometria di flusso. Per il dosaggio della malondialdeide il campione è 
stato raccolto in provette contenenti EDTA e immediatamente stoccato a bassa 
temperatura (-20°C).
3.1.1 Funzione piastrinica 
L’attivazione piastrinica è stata testata attraverso un sistema di analisi della funzione 
piastrinica denominato PFA-100 (Dade Behring, Milano, Italia), in cui il processo di 
emostasi primaria (adesione e aggregazione piastriniche da danno endoteliale) è simulato 
ex vivo. I dettagli di questa metodologia sono già descritti in letteratura. 52
Un campione di sangue intero anticoagulato viene raccolto in una cartuccia monouso 
standardizzata e successivamente aspirato in modo da non attivare il meccanismo di 
shear stress in un anello rivestito con collagene e ADP o epinefrina. Le piastrine fluendo 
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all’interno dell’anello vengono attivate e aderiscono l’una all’altra formando aggregati 
che riducono il flusso sanguigno fino ad arrestarlo. Il tempo impiegato a occludere 
l’anello (closure time, in secondi), è preso a indicatore dell’attivazione piastrinica 
(adesione e aggregabilità), corrispondendo un minor tempo di chiusura a una maggiore 
attivazione piastrinica. Misure ripetute di closure time effettuate in modo randomizzato 
presso la nostra struttura hanno mostrato una differenza media del 5,5% in accordo con 
recenti trials presenti in letteratura. 29-32
Per determinare l’espressione sulla superficie piastrinica di Gp IIbIIIa attivato è stata 
effettuata a temperatura ambente una diluizione del campione con un tampone fosfato, 
successivamente 40 ml di campione sono state incubati con 10 ml di CD62P per 20 
minuti a temperatura ambiente al buio. E’ stata poi eseguita la citometria a flusso, dopo 
l'aggiunta di tampone fosfato.
Per determinare l’espressione sulla superficie piastrinica di P-selectina è stata effettuata a 
temperatura ambente una diluizione del campione con un tampone fosfato, 
successivamente 30μl di campione sono stati incubati con 20μl di PAC-1 per 20 minuti a 
temperatura ambiente al buio. E’ stata poi eseguita la citometria a flusso, dopo l'aggiunta 
di tampone fosfato. La fluorescenza ottenuta da 10000 eventi (che rappresentavano le 
piastrine) è stata determinata utilizzando un citometro di flusso come descritto in 
precedenza (Becton Dickinson)50,51. I campioni ottenuti a riposo sono stati utilizzati per 
correggere il risultato rispetto alla fluorescenza di fondo. Nei campioni prelevati al 
termine del Treadmill test (dolore ischemico), l’incremento di fluorescenza da anti-
CD62P e PAC-1 rispetto ai campioni piastrinici a riposo è stata espressa come 
percentuale del totale delle piastrine.
3.1.2 Malondialdeide 
La concentrazione di Malondialdeide è stata misurata utilizzando la cromatografia 
liquida ad alta performance (HPLC) su colonna a fase inversa con rilevatore 
spettrofluorimetrico, dopo deproteinizzazione e reazione con acido tiobarbiturico. 33,53,54
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3.1.3 NTproBNP
Il dosaggio di NTproBNP è stato effettuato utilizzando la metodica sandwich tramite 
incubazione del campione (15 μL), un anticorpo monoclonale biotinilato specifico anti‐
NT‐proBNP e un anticorpo monoclonale specifico anti‐NT‐proBNP marcato con un 
complesso di rutenio e microparticelle rivestite di streptavidina (Roche Diagnostics), 
come precedentemente descritto. 34,55
3.1.4 Precursori delle cellule endoteliali 
Il dosaggio dei precursori delle cellule endoteliali è stato effettuato tramite citometria di 
flusso a inizio e fine del 1° ciclo riabilitativo, utilizzando anticorpi anti KDR e anticorpi 
anti CD34. 35
3.2 Esami strumentali 
3.2.1 Ankle-Brachial Index 
L’Ankle-Brachial Index è calcolato come rapporto tra la pressione arteriosa alla caviglia 
e la pressione arteriosa sistolica sull’arteria brachiale, mediante metodica 
ultrasonografica Doppler. Il bracciale dello sfigmomanometro viene posizionato a livello 
della caviglia e insufflato fino alla scomparsa del segnale Doppler dell’arteria tibiale 
posteriore omolaterale, quindi il bracciale viene sgonfiato e registrata la pressione 
arteriosa alla quale ricompare il segnale Doppler sull’arteria tibiale posteriore. La stessa 
procedura viene effettuata a livello dell’arteria brachiale.
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3.2.2 Parametri cardiaci  
La misurazione del diametro telediastolico e del volume telediastolico del ventricolo 
sinistro viene effettuato tramite ecocardiogramma (in configurazione M-mode per il 
diametro telediastolico del ventricolo sinistro); l’ecografo restituisce la stima della 
frazione di eiezione dopo aver misurato volume telediastolico e telesistolico del 
ventricolo sinistro. 
3.2.3 Portata dell’arteria femorale 
La misurazione del volume di flusso all’arteria femorale comune viene effettuato 
misurato, bilateralmente, ad un 1 cm dalla biforcazione, utilizzando una sonda eco-
color-Doppler; il software misura automaticamente il volume di flusso sulla base della 
velocità media e del diametro del vaso, tracciato dall’operatore.
L’apparecchiatura a disposizione presso la Nostra Divisione include:
- Color Doppler Ultrasound GE Healthcare, model Vivid 7 Pro, con sonde 10L, 
M4S, 4C, che utilizziamo per effettuare esami ecocolordoppler cardiaci, dei vasi 
degli arti inferiori e dei tronchi sovraortici. 
- Color Doppler Ultrasound Acuson, Sequoia 512 (Imagegate), con sonde 3V2c, 
8L5, 15L8w, che utilizziamo per effettuare esami ecocolordoppler dei vasi degli 
arti inferiori e dei tronchi sovraortici.
- Doppler Basic S, Basicare 120032, che utilizziamo per misurare l’ABI. 
- Apparecchiatura per la misurazione della pressione arteriosa dell 24 ore - 
Spacelab - e relativo  software per l’analisi dei dati. 
- Treadmill Ram Technogym 770 CE, per effettuare Treadmill test e training. 
- Cyclette Technogym Bikerace HC 600, per effettuare il programma riabilitativo. 
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4. RISULTATI
4.1 Caratteristiche dei pazienti
Da Novembre 2010 a Novembre 2013 sono stati arruolati 40 pazienti affetti da 
arteriopatia obliterante periferica che soddisfacevano i criteri di eleggibilità. 20 pazienti 
sono stati assegnati al protocollo più intensivo e 20 all’altro protocollo. In condizioni 
basali i pazienti di entrambi i gruppi non differivano per età, massima capacità di marcia, 
assetto lipidico, pressione arteriosa. 8 pazienti nel gruppo assegnato a 3 cicli e 7 
nell’altro gruppo avevano subito un intervento di rivascolarizzazione periferica. La 
terapia medica era simile nei due gruppi e non ha subito variazioni nel corso dello 
studio.  
Nel corso del follow-up non ci sono state differenze significative nei due gruppi quanto 
a ospedalizzazioni, o peggioramenti del quadro: 1 paziente nel gruppo assegnato al 
protocollo meno intensivo ha registrato un peggioramento del quadro clinico dato da 
comparsa di lesione ulcerativa all’arto claudicante che ha richiesto medicazioni regolari, 
ma non ha compromesso la frequenza ai cicli riabilitativi; lo stesso dicasi per due 
pazienti assegnati al protocollo più intensivo. 2 pazienti nel gruppo assegnato al 
protocollo più intensivo e 3 assegnati all’altro gruppo sono usciti dallo studio per 
mancata compliance; nel gruppo assegnato al protocollo più intensivo 1 paziente è 
deceduto per causa non correlata all’arteriopatia periferica e 2 sono usciti dal trial per 
peggioramento del quadro clinico; nel gruppo assegnato al protocollo meno intensivo 2 
pazienti sono usciti dal trial per peggioramento del quadro clinico (Tabella 1).
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Pazienti braccio 5 cicli  
n=20
Pazienti braccio 3 cicli  
n=20
Persi al follow-up 5 5
Decessi 1 0
Maschi/Femmine 15/2 15/5
Età 40-75 aa 57-72 aa
Diabete 7 5
Ipertensione arteriosa 14 13
Dislipidemia 13 12
Abitudine al fumo 3 0
Diabete 7 5
Cardiopatia ischemica 5 2
Ateromasia carotidea 14 13
Rivascolarizzazione 
periferica 7 8
Tabella 1: caratteristiche dei pazienti arruolati
4.2 Risultati al termine del 1° ciclo riabilitativo
- Parametri clinici Al termine del 1° ciclo riabilitativo è stato rilevato un incremento 
significativo dell’intervallo di marcia assoluto (IMA pre-training: 270±191 m, 
mediana 250 m; IMA post-training : 471±244 m, mediana 470 m; p<0.005) e 
dell’intervallo di marcia libero da dolore (IML pre-training: 142±110 m, mediana 
120 m; IML post-training : 250±187 m, mediana 200 m; p<0.005) (Grafico 1). 
Abbiamo inoltre osservato un incremento statisticamente significativo dell'Ankle 
Brachial Index al termine del ciclo riabilitativo (ABI pre-training 0.66±0.14, 
mediana 0.65; ABI post-training 0.73±0.14, mediana 0.70; p<0.05) (Grafico 2). 
La pressione arteriosa media (PAM) è risultata ridotta al termine del ciclo 
riabilitativo (PAM pre-training 104±11 mmHg, mediana 107 mmHg; PAM post-
training 100±8 mmHg, mediana 97 mmHg; p<0.05), come pure la frequenza 
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cardiaca a riposo (frequenza cardiaca pre-training 68±11 bpm, mediana 69 bpm; 
frequenza cardiaca post-training 64±9 bpm, mediana 62; p<0.05) (Grafico 3).
0 
100 
200 
300 
400 
500 
600 
700 
800 
m
et
ri 
IML                                                      IMA    
Intervallo di marcia libero da dolore (IML) e 
assoluto (IMA) a inizio e fine training  
!"
!"
Grafico 1: Intervallo  di marcia libero da dolore e assoluto a 
inizio e fine del 1° ciclo di training. *p<0.05 rispetto a inizio 
training.  pre-training.  post-training.
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Grafico 2: Ankle-Brachial Index a inizio e fine del 1° ciclo di 
training. *p<0.05 rispetto a inizio training.
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Grafico 3: Pressione arteriosa media e frequenza cardiaca a 
inizio e fine del 1° ciclo di training. *p<0.05 vs inizio training. 
 pre-training.  post-training.
- Funzione piastrinica, stress ossidativo, stato flogistico, precursori delle cellule endoteliali La 
concentrazione di malondialdeide (MDA) è risultata ridotta al termine del 1° 
ciclo riabilitativo a riposo (MDA pre-training 155.5±31.2 mcg/L, mediana 156.2 
mcg/L; MDA post-training 123.5±24.9 mcg/L, mediana 127.6 mcg/L; p<0.05), 
e ha mostrato un aumento significativo appena dopo Treadmill test sia all’inizio 
che al termine del training (MDA pre-training prima del Treadmill test 
155.5±31.2 mcg/L, mediana 156.2 mcg/L, appena dopo Treadmill test 
169.7±44.2 mcg/L, mediana 158.4 mcg/L; p<0.05; MDA post-training prima 
del Treadmill test 123.5±24.9 mcg/L, mediana 127.6 mcg/L, appena dopo 
Treadmill test 139.3±27.8 mcg/L, mediana 138.2 mcg/L; p<0.05) (Grafico 4). 
Anche i livelli di HsPCR sono risultati ridotti al termine del ciclo riabilitativo, a 
riposo(HsPCR pre-training 7.8±4.3 mg/L, mediana 6.9 mg/L; HsPCR post-
training 4.9±4.6 mg/L, mediana 1.8 mg/L; p<0.05) (Grafico 5). Il ciclo 
riabilitativo non ha indotto variazioni significative a riposo del PFA-100 ADP 
closure time, ma ha provocato una modifica della risposta dello stesso al 
Treadmill test massimale. A inizio training infatti il Treadmill test ha provocato 
in acuto un accorciamento del closure time da ADP (PFA-100 ADP pre-training 
prima del Treadmill test 82.1±16.1 sec, mediana 76.0 sec; appena dopo 
Treadmill test 73.5±8.5 sec, mediana 73.5 sec; p<0.05), mentre a fine training ne 
ha provocato un allungamento (PFA-100 ADP post-training prima del Treadmill 
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test 77.6±16.8 sec, mediana 74.0; appena dopo Treadmill test 89.4±30.2 sec, 
mediana 79 sec; p<0.05) (Grafico 6). Quanto al PFA-100 closure time con 
epinefrina, ne abbiamo osservato un allungamento al termine del ciclo di 
training a riposo (PFA-100 epinefrina pre-training 124.6±51.1 sec, mediana 
112.0 sec; PFA-100 epinefrina post-training 129.4±34.0 sec, mediana 123.5 sec; 
p<0.05). Il Treadmill test non ha indotto a inizio e fine training variazioni 
significative del PFA-100 epinefrina (Grafico 7). Parallelamente abbiamo 
osservato una riduzione dell'espressione di P-selectina e di GpIIbIIIa sulla 
superficie piastrinica al termine del ciclo di training a riposo (P-selectina pre-
training 1.6±1.9%, mediana 1.0%; P-selectina post-training 0.9±1.3%, mediana 
0.4%; p<0.05; GpIIbIIIa attivato pre-training 8.3±5.6%, mediana 8.8%; 
GpIIbIIIa attivato post-training 4.6±3.8%, mediana 4.3%; p<0.05). Il Treadmill 
test ha indotto un aumento di espressione di GPIIbIIIa attivato sia a inizio che a 
fine training, mentre non abbiamo rilevato differenze statisticamente 
significative nell’espressione di P-selectina appena prima e appena dopo 
Treadmill test (Grafici 8 e 9). Abbiamo osservato un aumento dei precursori 
delle cellule endoteliali al termine del ciclo di training (EPC pre-training 
0.007±0.007%, mediana 0.005%; EPC post-training 0.016±0.020, mediana 
0.012%; p<0.05) (Grafico 10). Non abbiamo osservato variazione significativa 
dei livelli di colesterolo totale e frazionato ed Hb glicata al termine del ciclo di 
training. 
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Grafico 4: Concentrazione di malondialdeide a inizio e fine 
training immediatamente prima e dopo Treadmill test. 
*p<0.05 rispetto a inizio training prima del Treadmill test. 
°p<0.05 vs corrispondente basale pre-Treadmill test.
  pre-Treadmill test.  post-Treadmill test.
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Grafico 5: Concentrazione di HsPCR a inizio e fine training. 
*p<0.05 rispetto a inizio training. 
Grafico 6: PFA-100 ADP a inizio e fine training prima e 
immediatamente dopo Treadmill test.  *p<0.05 rispetto al 
corrispondente basale pre-Treadmill test. pre-Treadmill 
test.  post-Treadmill test.
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Grafico 7: PFA-100 epinefrina a inizio e fine training 
immediatamente prima e dopo Treadmill test. *p<0.05 vs 
inizio training prima del Treadmill test.  pre-Treadmill test. 
 post-Treadmill test.
Grafico 8: Espressione di GpIIbIIIa attivato sulla superficie 
piastrinica a inizio e fine training immediatamente prima e 
dopo Treadmill test: *p<0.05 vs inizio training prima del 
Treadmill test. °p<0.05 vs corrispondente basale pre-
Treadmill test.  pre-Treadmill test.  post-Treadmill test.
Grafico 9: Espressione di P-selectina sulla superficie piastrinica 
a inizio e fine training immediatamente prima e dopo 
Treadmill test. *p<0.05 vs inizio training pre-Treadmill test. 
 pre-Treadmill test.  post-Treadmill test.
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Grafico 10: Precursori delle cellule endoteliali a inizio e fine 
training. *p<0.05 vs inizio training.
- Parametri emodinamici  Il Traedmill test ha indotto a inizio training un incremento del 
diametro telediastolico del ventricolo sinistro, mentre a fine training non ha 
prodotto variazioni significative. Abbiamo osservato a fine training una 
riduzione a riposo del diametro telediastolico (diametro telediastolico ventricolo 
sx pre-training 48.7±5.6 mm, mediana 49.0 mm; diametro telediastolico 
ventricolo sx post-training 47.9±3.7 mm, mediana 48 mm; p<0.05) e del volume 
telediastolico del ventricolo sinistro (volume telediastolico ventricolo sinistro 
pre-training 81.1±24.3 mL, mediana 75.0 mm, volume telediastolico ventricolo 
sinistro post-training 74.4±19.7 mL, mediana 73.5 mL; p<0.05), associati ad un 
incremento della frazione di eiezione (frazione di eiezione ventricolo sinistro 
pre-training 60±8%, mediana 61%; frazione di eiezione ventricolo sinistro post-
training 65±5%, mediana 65%; p<0.05) (Grafico 11). Inoltre si è osservato un 
incremento della frazione di eiezione del ventricolo sinistro in risposta al 
Treadmill test sia a inizio che a fine training (frazione di eiezione pre-training 
prima del Treadmill test 60±8%, mediana 61%, appena dopo Treadmill test 
62.5±15%, mediana 64.5%; frazione di eiezione post-training prima del 
Treadmill test 65±5%, mediana 65%, appena dopo Treadmill test 68.4±4.9%, 
mediana 70%; p<0.05). Parallelamente abbiamo osservato al termine del ciclo 
riabilitativo una riduzione dei livelli di NTproBNP a riposo (NTproBNP pre-
training 209±130 pg/mL, mediana 183 pg/mL; NTproBNP post-training 
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175±105 pg/mL, mediana 154 pg/mL; p<0.05) e dopo Treadmill test 
(NTproBNP appena dopo Treadmill test pre training 233±126 pg/mL, mediana 
190 pg/mL; NTproBNP appena dopo Treadmill test post-training 188±108 pg/
mL, mediana 163 pg/mL; p<0.05) con un delta di incremento di NTproBNP 
indotto da Treadmill test inferiore a fine training rispetto a inizio training 
(Grafico 12). Inoltre il ciclo riabilitativo ha determinato un miglioramento della 
portata dell’arteria femorale sull’arto claudicante sia a riposo (portata arteria 
femorale pre-training 1860±1304 mL/min, mediana 1376 mL/min; portata 
arteria femorale post-training 2554±2136 mL/min, mediana 2057 mL/min; 
p<0.05) sia appena dopo Treadmill test (portata arteria femorale appena dopo 
Treadmill test pre-training 2430±1491 mL/min, mediana 1957 mL/min; 
portata arteria femorale appena dopo Treadmill test post-training 3517±2526 
mL/min, mediana 3218 mL/min; p<0.05), con un incremento della portata 
significativo in corso di Treadmill test sia all’inizio che al termine del ciclo 
riabilitativo (Grafico 13). Il diametro dell’arteria femorale ha mostrato un trend 
in aumento a riposo dopo training, ma non statisticamente significativo. Il 
Treadmill test ha indotto un aumento significativo del diametro dell’arteria 
femorale sia a inizio che a fine ciclo riabilitativo.  
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Grafico 11: Parametri cardiaci a inizio e fine training. *p<0.05 
vs inizio training.  pre-training.  post-training.
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Grafico 12: Concentrazione di NTproBNP a inizio  e fine 
training immediatamente prima e dopo Treadmill test. 
*p<0.05 vs inizio training prima del Treadmill test. °p<0.05 
vs corrispondente basale pre-Treadmill test. §p<0.05 vs inizio 
training dopo Treadmill test.  pre-Treadmill test.  post-
Treadmill test.
Grafico 13: Portata dell’arteria femorale comune a inizio e fine 
training immediatamente prima e dopo Treadmill test. 
*p<0.05 vs inizio training pre-Treadmill test. °p<0.05 vs 
corrispondente basale pre-Treadmill test. §p<0.05 vs inizio 
training immediatamente dopo Treadmill test. pre-
Treadmill test.  post-Treadmill test.
4.3 Risultati al termine del follow-up
- Parametri clinici Entrambi i gruppi hanno mostrato un incremento statisticamente 
significativo dell’intervallo di marcia assoluto al termine del periodo di follow-up 
(gruppo 3 cicli: IMA inizio follow-up 241±162 m, mediana 220 m; IMA termine 
follow-up : 407±125 m, mediana 320 m; p<0.05; gruppo 5 cicli: IMA inizio 
follow-up 301±218 m, mediana 275 m; IMA termine follow-up: 549±262 m, 
mediana 620 m; p<0.005). Solo il gruppo assegnato a 5 cicli riabilitativi ha però 
mostrato un incremento statisticamente significativo dell’intervallo di marcia 
31
libero da dolore al termine del follow-up (IML inizio follow-up 145±109 m, 
mediana 105 m; IML termine follow-up : 398±300 m, mediana 295 m; p<0.005) 
(Grafico 14). L’Ankle Brachial Index è risultato migliorato in entrambi i gruppi 
di pazienti, assegnati a 3 o 5 cicli riabilitativi (0.6±0.2 vs 0.7±0.2; p<0.05) 
(Grafico 15). Abbiamo osservato nel solo gruppo assegnato al protocollo più 
intenso una riduzione della pressione arteriosa media e della frequenza cardiaca 
a riposo al termine del follow-up (102±8.5 mmHg vs 91.9±7 mmHg; p<0.005; 
69.8±11.6 bpm vs 60.6±8.2 bpm; p<0.05) (Grafico 16 e 17) .
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Grafico 14: Intervallo di marcia libero da dolore e assoluto a 
inizio e fine follow-up nei due bracci, 5 cicli e 3 cicli 
riabilitativi. *p<0.05 vs inizio follow-up.  inizio follow-up. 
 fine follow-up.
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Grafico 15: Ankle-Brachial Index a inizio e fine follow-up nei 
due bracci, 5 cicli e 3 cicli riabilitativi. *p<0.05 vs inizio 
follow-up.  inizio follow-up.  fine follow-up.
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Grafico 16: Pressione arteriosa media a inizio e fine follow-up 
nei due bracci, 5 cicli e 3 cicli riabilitativi. *p<0.05 rispetto vs 
follow-up.  inizio follow-up.  fine follow-up.
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Grafico 17: Frequenza cardiaca a riposo a inizio e fine follow-up 
nei due bracci, 5 cicli e 3 cicli riabilitativi. *p<0.05 vs inizio 
follow-up.  inizio follow-up.  fine follow-up.
- Assetto lipidico, funzione piastrinica, stress ossidativo Al termine del follow-up abbiamo 
rilevato nel gruppo assegnato al protocollo più intenso una riduzione della 
concentrazione di colesterolo totale (189±43 mg/dL vs 163±20 mg/dL; 
p<0.05), mentre l’altro gruppo non ha mostrato variazioni significative (Grafico 
18). Colesterolo frazionato, trigliceridi e Hb glicata non hanno mostrato 
variazioni significative.  Abbiamo inoltre rilevato nel gruppo assegnato a 5 cicli 
riabilitativi una riduzione della concentrazione di HsPCR (8±2.5 mg/L vs 5±0.8 
mg/L; p<0.05) e malondialdeide (162.6±38.8 mcg/L vs 126±32.4 mcg/L; 
p<0.05) al termine del follow-up, che non è stato osservato nel gruppo 
assegnato a 3 cicli (Grafici 19 e 20). Il PFA-100 a riposo sia indotto da ADP che 
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da epinefrina non ha mostrato variazioni significative al termine del follow-up.
- Parametri emodinamici Per quanto riguarda l'ambito cardiaco abbiamo osservato a fine 
follow-up una riduzione a riposo del diametro telediastolico (48.3±4.1 vs 
47.3±4.3 mm; p<0.05) e del volume telediastolico del ventricolo sinistro 
(87.3±23 vs 65.8±15 mL; p<0.05), associati ad un incremento della frazione di 
eiezione (61±6.9% vs 64.7±6.5%) nel gruppo di pazienti che ha effettuato 5 cicli 
riabilitativi, mentre il gruppo assegnato al protocollo meno intenso ha mostrato 
solamente una riduzione diametro telediastolico del ventricolo sinistro (Grafico 
21). Al termine del follow-up la portata dell’arteria femorale nell’arto claudicante 
non ha mostrato incremento significativo in nessuno dei due gruppi; il diametro 
dell’arteria femorale ha rilevato un trend in aumento ma non significativo.
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Grafico 18: Concentrazione di colesterolo totale a inizio e fine 
follow-up nei due bracci, 5 cicli e 3 cicli riabilitativi. *p<0.05 
vs inizio follow-up.  inizio follow-up.  fine follow-up.
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Grafico 19: HsPCR a riposo a inizio e fine follow-up nei due 
bracci, 5 cicli e 3 cicli riabilitativi. *p<0.05 vs inizio follow-
up.  inizio follow-up.  fine follow-up.
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Grafico 20: Concentrazione malondialdeie inizio e fine follow-
up nei due bracci, 5 cicli e 3 cicli riabilitativi. *p<0.05 vs 
inizio follow-up.  inizio follow-up.  fine follow-up.
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Grafico 21: Parametri cardiaci a inizio e fine follow-up nei due 
bracci, 5 cicli e 3 cicli riabilitativi. *p<0.05 vs inizio follow-
up.  inizio follow-up.  fine follow-up.
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5. DISCUSSIONE
5.1 Effetti del singolo ciclo di training
Abbiamo osservato in risposta al ciclo di training proposto presso la nostra Struttura un 
miglioramento sia dell’intervallo di marcia assoluto (condotto fino al massimo dolore 
ischemico sopportabile) sia dell’intervallo di marcia libero da dolore. Questi dati 
confermano quanto riportato in letteratura riguardo all’effetto positivo del training fisico 
controllato nel ridurre i sintomi della claudicatio intermittens. 1
Nonostante la terapia medica sia divenuta l’approccio di prima linea nel trattamento 
della claudicatio intermittens, c’è ancora incertezza riguardo a quali caratteristiche debba 
avere il training quanto a frequenza, intensità e contenuto.26 Inoltre nonostante la sua 
efficacia il training fisico controllato è ancora poco utilizzato e necessita ancora di essere 
promosso. 28 La maggior parte dei trial in letteratura propone cicli di training di 12 
settimane con 3 sedute/settimana. Presso il nostro reparto proponiamo un training più 
intensivo che ha mostrato un’ottima compliance da parte del paziente e non ha 
registrato nessun abbandono nel corso del singolo ciclo riabilitativo. Una maggior 
aderenza al training intensivo correttamente prescritto rappresenta sicuramente un 
vantaggio rispetto ai risultati che si possono ottenere e rispetto alla possibilità di 
prevedere un programma riabilitativo di lungo termine.
Parallelamente all’incremento della capacità di marcia abbiamo rilevato un incremento 
dell’Ankle Brachial Index che conferma il miglioramento della perfusione complessiva 
all’arto claudicante. A conferma dell’aumentata perfusione periferica abbiamo registrato 
inoltre un incremento  statisticamente significativo della portata dell’arteria femorale, a 
fine training. Tale fenomeno, non del tutto atteso, dimostra come il training, in 
particolare quello articolato in cicli intensivi e con prolungamento dell’esercizio sino 
all’ischemia, possa produrre un potenziamento dei meccanismi di compenso. Tali 
meccanismi si articolano in un miglioramento della funzione endoteliale, nella riduzione 
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della flogosi (riduzione HsPCR), dello stress ossidativo (vedi calo di malondialdeide) e 
dell’attivazione piastrinica, e in  uno stimolo alla neoangiogenesi ed alla arteriogenesi. 
Nel paziente claudicante è documentato un incremento dello stato flogistico e dello 
stress ossidativo, che promuovono l’aggravamento della malattia, attraverso il danno 
endoteliale e la progressione della placca. Anche l’attivazione piastrinica è aumentata nel 
paziente affetto da arteriopatia periferica.13 Anche a questo livello il training ha 
mostratto di produrre benefici con una documentata riduzione dell’attivazione 
piastrinica indotta da test massimale; tale fenomeno è stato evidenziato con l’incremento 
del PFA-100-ADP post-Treadmill a fine training confrontato con i dati iniziali, associato 
alla ridotta espressione, sempre a fine training, di P-selectina e GpIIbIIIa attivato sulla 
superficie piastrinica. 
L’aterosclerosi, di cui l’arteriopatia periferica rappresenta una manifestazione, passa 
attraverso un danno endoteliale che induce l’espressione di molecole di adesione da 
parte dell’endotelio che richiamano leucociti e piastrine, che a loro volta amplificano 
l’attivazione piastrinica e endoteliale, in un processo che si autoalimenta anche a causa 
dell’alterato shear stress locale e dello stimolo ipossico cronico. In questo contesto 
l’esercizio strenuo condotto fino al dolore ischemico dell’arto (come avviene in corso di 
test al Treadmill) non fa che incrementare l’attivazione endoteliale (di un endotelio però 
danneggiato e mal funzionante), l’attivazione piastrinica e la produzione di radicali 
liberi14-16. Si verifica di conseguenza un’iperattivazione piastrinica, espressa da un 
accorciamento del closure time piastrinico stimolato da ADP (come abbiamo osservato 
a inizio training in risposta al Treadmill test). Lo stesso risultato di iperattivazione 
piastrinica espressa da accorciamento del PFA-100 ADP è osservata nel paziente 
cardiopatico ischemico, nel quale inoltre è dimostrato che l’incremento dell’attivazione 
piastrinica indotta da esercizio strenuo è significativamente ridotta da un esercizio 
condotto fino alla soglia ischemica (sospeso all’inizio del dolore ischemico) effettuato 45 
minuti prima dell’esercizio massimale. Il PFA-100 ADP closure time cala cioè 
significativamente in risposta all’esercizio fisico massimale, ma non con lo stesso stress 
massimale somministrato 45 minuti dopo un esercizio sotto soglia ischemica. Questo 
37
effetto è inibito dalla somministrazione di teofillina, suggerendo un ruolo dell’adenosina 
in questo fenomeno.36 Anche in soggetti sani l’esercizio fisico moderato riduce 
l’iperattivazione piastrinica indotta da esercizio strenuo (calo dell’aggregazione 
piastrinica indotta da shear-stress e ridotta espressione di P-selectina sulla superficie 
piastrinica) e questi effetti sull’aggregabilità piastrinica dopo esercizio strenuo si perdono 
dopo un periodo di decondizionamento.18 All’inizio del training abbiamo osservato un 
incremento della risposta piastrinica al Treadmill test massimale, espresso da un 
accorciamento del closure time da ADP. Al termine del training inaspettatamente 
abbiamo rilevato un suo allungamento in risposta al Treadmil test massimale: parrebbe 
cioè che a fine training il test al Treadmill massimale riduca l’attivazione piastrininca.
Le piastrine una volta attivate tendono ad amplificare l’aggregazione e l’attivazione 
attraverso vari meccanismi, tra cui il rilascio di ADP (adenosina difosfato, attivatore dei 
recettori P2Y12) che è l’agonista finale nel processo di attivazione e reclutamento di 
nuove pastrine. 37 L’endotelio gioca un ruolo fondamentale nel modulare l’attivazione 
piastrinica attraverso l’espressione sulla superficie di una ectonucleosidasi di membrana 
nota come CD39 (NTPDasi-1) che metabolizza ATP e ADP in AMP, risultando in una 
inibizione dell’attivazione piastrinica, attraverso la degradazione dell’ADP, attivatore 
piastrinico.38 L’enzima CD39 costituisce una via attraverso cui l’endotelio modula 
l’attivazione piastrinica controllando l’eccessivo accumulo di piastrine e garantendo una 
corretta  fluidità ematica.38 
E’ dimostrato in soggetti sani che l’esercizio strenuo induce attivazione piastrinica 
attraverso un rilascio di ADP, e questa risposta pro-trombotica è controbilanciata da una 
up-regulation di NTPDasi-1.39 Si può quindi ipotizzare che l’esecuzione ripetuta di 
esercizio regolare fino al dolore ischemico - come nel corso del nostro ciclo riabilitativo- 
induca una up-regulation di NTPDasi-1 e una miglior performance endoteliale, in 
termini di miglior espressione dello stesso enzima in risposta al Treadmill test a fine 
training, tale da ridurre l’attivazione piastrinica in risposta a esercizio massimale al 
termine del ciclo riabilitativo.40 Inoltre, il ruolo piastrino-regolatore di CD39 sarebbe più 
rilevante in quelle categorie di pazienti che hanno un’aumentata aggregabilità piastrinica 
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a riposo e dopo esercizio, oltre ad una disfunzione endoteliale e insufficiente rilascio di 
fattori anti-piastrinici, caratteristiche comuni ai pazienti arteriopatici.41,42 
L’ADP induce l’espressione di P-selectina sulla superficie piastrinica e media 
l’attivazione piastrinica indotta da epinefrina. L’aumentata degradazione di ADP 
potrebbe dunque spiegare a fine training non solo la ridotta aggregazione da ADP in 
risposta al test massimale, ma anche la riduzione di espressione di P-selectina e la ridotta 
aggregazione da epinefrina (espressa da un allungamento del closure time da epinefrina) 
a riposo. La riduzione di espressione di P-selectina a fine ciclo riabilitativo si potrebbe 
spiegare anche con la riduzione del rilascio di catecolamine e la down-regulation dei 
recettori adrenergici piastrinici, che si verificano con il training fisico regolare. E’ inoltre 
dimostrato in letteratura che il training fisico aumenta il rilascio di ossido nitrico, che 
inibisce l’aggregazione piastrinica indotta da shear stress e attenua l’up-regolation della 
P-selectina.37,50 
 Abbiamo inoltre osservato a fine training un aumento dei precursori delle cellule 
endoteliali, indice di migliorata vasculogenesi e perfusione periferica. Questo dato, 
associato all’aumentata portata femorale e all’incremento dell’ABI registrati a fine 
training, testimonia il miglioramento della perfusione periferica.
E’ dimostrato che lo stimolo ipossico, quale quello che si ha in corso di arteriopatia 
periferica, determina l’attivazione di fattori di trascrizione che provocano un aumentato 
rilascio di NO (Nitric Oxyd) e VEGF (Vascular Endthelial Growth Factor).45,46 Il 
training fisico quindi, attraverso un reiterato stimolo ipossico, può fungere da stimolo al 
rilascio di VEGF con conseguente aumento dei precursori delle cellule endoteliali 
circolanti, come abbiamo osservato al termine del ciclo riabilitativo. L’aumento di NO in 
corso di training fisico, inoltre, favorirebbe lo switch dei precursori delle cellule 
endoteliali dalla forma quiescente alla forma proliferativa ed è dimostrato che l’esercizio 
fisico regolare determina una riduzione delle citochine pro-infiammatorie, che hanno un 
effetto inibitorio sul rilascio di EPC, con conseguente aumento dei precursori delle 
cellule endoteliali.35,45,46 
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Al termine del training abbiamo inoltre osservato un miglioramento della performance 
cardiaca, espresso dall’aumento della frazione di eiezione, e la riduzione di diametro 
telediastolico e  volume telediastolico del ventricolo sinistro. Questo dato è dimostrato 
in letteratura nel paziente cardiopatico ischemico, ma è stato poco valutato nel paziente 
arteriopatico periferico. Nel paziente post-infartuato infatti è dimostrato che il training 
fisico migliora la frazione di eiezione, rallenta il rimodellamento del ventricolo sinistro e 
riduce di livelli di NTproBNP, molecola che incrementa in risposta allo stretch della 
parete ventricolare.35 NTproBNP è un prodotto di clivaggio del fattore natriuretico 
atriale, molecola rilasciata dai cardiomiociti in riposta allo stretch di parete, e induce 
diuresi, vasodilatazione, inibizione del sistema renina-angiotensina-aldosterone e crescita 
dei miociti cardiaci e della parete vasale. Questa molecola emergerebbe in letteratura non 
solo come marker di disfunzione cardiaca (correlata con peggioramento della 
performance cardiaca) ma anche come marker prognostico sfavorevole, correlata con 
aumentato rischio di eventi cardiovascolari.35,47 La riduzione del diametro telediastolico 
e del volume telediastolico del ventricolo sinistro, unitamente al miglioramento della 
frazione di eiezione, confermano l’effetto positivo del training fisico sulla performance 
cardiaca anche nel paziente arteriopatico periferico. Questo dato va di pari passo con la 
riduzione di NTproBNP, che testimonia il miglioramento della funzione cardiaca.
 Si aggiunge a questo il fatto che NTproBNP entrerebbe in gioco anche nella 
regolazione della perfusione periferica: è infatti dimostrato che le cellule satellite della 
muscolatura striata rilasciano NTproBNP in risposta allo stimolo ipossico.46,48,49 In 
quest’ottica la riduzione dei livelli di NTproBNP che abbiamo osservato a fine training 
può essere messa in relazione non solo con la migliorata performance cardiaca ma anche 
con un miglioramento della perfusione periferica, con riduzione dello stimolo ipossico. 
In questo senso NTproBNP potrebbe essere valutato in studi più ampi come marcatore 
di efficacia del training fisico nel paziente arteriopatico periferico.
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b) Differenze di effetti dei due protocolli
 Per quanto riguarda le differenze di effetti dei due protocolli di diversa intensità 
abbiamo osservato in entrambi i gruppi un incremento a fine follow-up di intervallo di 
marcia assoluto e dell’ABI. Il dato interessante è che invece l’intervallo di marcia libero 
da dolore aumenta solo nel gruppo destinato a 5 cicli riabilitativi, mentre nell’altro 
gruppo non si ha una variazione significativa. Parimenti, anche lo stato ossidativo e 
flogistico (concentrazione di Malondialdeie e HsPCR) migliorano nel gruppo destinato 
ad un protocollo più intenso ma restano invariati nell’altro gruppo. E lo stesso dicasi per 
i parametri cardiaci: infatti nel solo gruppo che ha effettuato 5 cicli riabilitativi è stato 
rilevato un miglioramento di frazione di eiezione e diametro telediastolico e volume 
telediastolico del ventricolo sinistro. Anche pressione arteriosa media e livelli di 
colesterolo totale calano al termine del follow-up nei paziente assegnati al protocollo più 
intensivo, ma non variano negli altri.
 Riguardo invece ai parametri di attivazione piastrinica, il PFA-100 al termine del 
follow-up non ha mostrato variazioni significative, tuttavia correggendo i dati in 
rapporto ai pazienti con peggioramento del quadro clinico (comparsa di due ulcere, che 
hanno richiesto prolungato ciclo di medicazione), il PFA-100 risulta allungato nei 
pazienti assegnati al protocollo più intensivo, indicando una minor attivazione piastrinica 
a riposo (PFA-100 ADP inizio follow-up 73.0±8.4 sec, mediana 73 sec; PFA-100 ADP 
fine follow-up 82.1±9.4 sec, mediana 77 sec; p<0.05).
Emerge dunque un effetto positivo non solo sull’autonomia di marcia ma anche sui 
parametri che valutano la perfusione periferica, lo stato ossidativo-flogistico e 
l’attivazione piastrinica di un protocollo di training più intensivo rispetto a quelli 
proposti in letteratura, che potrebbe avere il vantaggio di garantire una migliore 
compliance del paziente. Sul lungo termine si è evidenziato che la somministrazione di 1 
ciclo di training intensivo ogni 4 mesi risulta più efficace della somministrazione di 1 
ciclo ogni 10 mesi nel miglioramento dell’intervallo di marcia libero da dolore, e nel 
controllo dei fattori di rischio quali ipercolesterolemia e ipertensione arteriosa, nonchè 
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nel miglioramento della performance cardiaca e nella riduzione dell’attivazione 
piastrinica. Emergerebbe dunque un dato nuovo, e non presente in letteratura, di un 
possibile effetto soglia nella somministrazione del training fisico controllato, al disotto 
del quale si perdono gli effetti ottenuti con i cicli riabilitativi precedenti. 
Sarebbe interessante valutare su scala più ampia l’efficacia di protocolli di training fisico 
sul lungo termine, estrapolando quali siano gli elementi tra intensità, durata e contenuto 
del training che influenzano in modo indipendente i risultati. 
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6. CONCLUSIONI
 Questo studio dimostra l’efficacia di un protocollo di training intensivo nel 
migliorare l’autonomia di marcia nel paziente claudicante, ottenendo anche la riduzione 
dello stress ossidativo, dello stato flogistico, e dell’attivazione piastrinica indotta da 
esercizio fisico massimale, e il miglioramento di performance cardiaca e perfusione 
periferica (dimostrata dal miglioramento dell’ABI e della portata dell’arteria femorale, e 
dall’aumento delle EPC). 
Analizzando due diversi protocolli di frequenza del ciclo riabilitativo sul lungo termine, 
risulta più efficace una frequenza di cicli di training di 1/4 mesi rispetto a 1/10 mesi nel 
mantenimento dei risultati, sul piano clinico, emodinamico, sullo stress ossidativo e sullo 
stato flogistico. Si potrebbe dunque ipotizzare un effetto soglia della frequenza di 
somministrazione del training nel paziente arteriopatico periferico, al di sotto della quale 
si perderebbero in parte gli effetti dei training precedenti.  Sarebbe utile analizzare questi 
aspetti su una scala più ampia in modo da valutare una frequenza di somministrazione 
del training ottimale nell’arteriopatia obliterante periferica e poter così validare 
protocolli univoci di intervento. 
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